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1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Kaliumkanale

1.1.1 Funktion und Struktur von Kaliumkanalen

Kalium ist das haufigste Kation in lebenden Zellen und stellt hier das Hauptgegenion
fir den Uberschuss an negativer Ladung von Proteinen und Nukleinsduren. Da
Phospholipiddoppelschichten fir lonen nahezu undurchlassig sind, findet ein
Transport von K* (ber die Plasmamembran C(ber aktive und passive
Transportmechanismen statt. Die Anreicherung von Kaliumionen im Zellinneren
gegen hohe Konzentrationsgradienten erfolgt tber aktive Transportprozesse wie z.B.
Uber die Na*/K*-ATPase in tierischen Zellen. Kaliumkanale transportieren passiv mit
hoher Selektivitdt Kalium-lonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten durch
biologische Membranen. Kaliumkanéle sind an vielen essentiellen physiologischen
Prozessen, wie Stabilisierung des zellularen Ruhepotentials, neuronale Erregbarkeit,
Muskelkontraktion und Sekretion von Salzen, Neurotransmittern und Hormonen
beteiligt (Bichet et al, 2003). Eine der wesentlichen Funktionen ist die
Membranrepolarisierung nach Aktionspotentialen, wodurch Frequenz und Form der
Reizweiterleitung signifikant beeinflusst werden.

Unter strukturellen wie auch funktionellen Aspekten heben sich Kaliumkanale unter
den lonenkanalen durch die bei weitem gréBte Diversitat ab. Die Einteilung der
,Superfamilie“ der K*-Kanale in Klassen und Familien erfolgt entlang der postulierten
Topologie und dem Steuerungsmechanismus. K*-Kanale sind homo- oder
heteromere Proteine aus porenbildenden a-Untereinheiten und es kbénnen -
Untereinheiten assoziiert sein. a-Untereinheiten von K*-Kanalen kbnnen zwei, vier,
sechs oder acht Transmembranhelices (TM) aufweisen (Abb. 1.1). Ein allen K*-
Kanal-a-Untereinheiten zugrundeliegendes topologisches Merkmal ist eine kurze
Schleife  (P-Schleife  oder Porendoméane), jeweils flankiert von zwei
Transmembranhelices (2TM/P-Motiv). Jeweils vier dieser 2TM/P-Motive werden
benétigt, um eine Kanalpore zu bilden (zur Ubersicht siehe Abb. 1.1). B-
Untereinheiten kénnen zytoplasmatische oder membrangebundene Proteine sein.
Sie tragen nicht zur Struktur der Kanalpore bei und kdnnen modulierende,
stabilisierende oder Chaperon-ahnliche Funktionen haben (Nagaya & Papazian,
1997).
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Abb. 1.1: Die vier Hauptklassen von K*-Kandlen (nach Choe, 2002). A: Untereinheiten
von 2TM/P-Kanélen bestehend aus 2 Transmembranhelices (TM) und einer Porenschleife
(P) wie z.B. bei einwartsgleichrichtenden Kir-Kanélen. B: 6TM/P-Kanéle: Die meisten
spannungs- oder ligandengesteuerten K*-Kanéle inclusive hERG als spannungsgesteuertem
K*-Kanal haben eine derartige Topologie. C: 8TM/2P-Kanéle, welche wahrscheinlich Hybride
aus 6TM/P- und 2TM/P-Kanélen sind. Der auswartsgleichrichtende K*-Kanal Tok1p aus S.
cerevisiae ist derartig aufgebaut. D: 4TM/2P-Kanéle, die aus zwei Wiederholungen des
2TM/P-Musters bestehen. Bei 2TM/P- und 6TM/P-Kanalen bilden 4 Untereinheiten einen
Kanal und bei 8TM/2P- und 4TM/2P-Kanalen bilden wahrscheinlich 2 Untereinheiten einen
Kanal, so dass jeder vollstdndige Kanal jeweils vier Wiederholungen des Musters 2TM/P
aufweist.

Die maximale Transportrate fiir K* ist mit bis zu 10 lonen pro Sekunde (Morais-
Cabral et al., 2001) deutlich héher als die von K*-Transportern. Da wenige aktive K*-
Kanéle ausreichen wirden, das elektrochemische Potential von K* Uber der
Plasmamembran zu nivellieren, bedarf es der Regulierung der Kanal6ffnung (Gating)
(Choe, 2002). Das Offnen von K*-Kandlen kann durch viele unterschiedliche
Faktoren reguliert werden, wie Anderung des Membranpotentials, Anderung der
intrazellularen Konzentration bestimmter lonen (z.B. Ca®*) oder kleiner organischer
Molekule (ATP, cAMP, Phosphatidylinositolphosphat) sowie auch durch Proteine (G-
Proteine) (Roosild et al., 2004). Man spricht bei dem Ubergang vom geschlossenen

in den offenen und damit fir K*-lonen leitfahigen (aktiven) Zustand von ,Aktivierung"
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(des Kanals) und bei der Rickkehr in den geschlossenen Zustand von
,Deaktivierung“ (zur Ubersicht siche Armstrong & Hille, 1998). Dariiber hinaus gehen
viele K*-Kanéle nach einer andauernden (chemischen oder elektrischen) Aktivierung
in einen geschlossenen inaktiven* Zustand Uber (Inaktivierung). Ahnlich zum
geschlossenen, deaktivierten Zustand ist hier der Stromfluss unterbrochen.
Allerdings ist der Kanal weiteren Reizen gegenlber unempfindlich und kann aus dem
inaktiven Zustand nur in den deaktivierten Zustand Gbergehen (Alberts, 2004). Ein
postulierter Mechanismus der lonenkanal-Inaktivierung spannungsgesteuerter K*-
Kanale ist das Ball-und-Kette Modell nach Bezanilla & Armstrong (1977) (Abb. 1.2).

6 L e

geschlossen offen Inaktiviert

Abb. 1.2: Ball-und-Kette_Modell fir die Kanalinaktivierung (nach Bezanilla &
Armstrong, 1977): Die Inaktivierungsdomane (oder ,Ball) ist mit einer flexiblen (Peptid-)
,Kette® verbunden. In geschlossenen Zustand ist der Ball im Cytosol lokalisiert. Nach
Reizung (Depolarisation) 06ffnet der Kanal und erzeugt eine negativ geladenen
Bindungsstelle fir den positiv geladenen Ball in der Nahe der Porendffnung. Die Anlagerung
des Balls an diese Bindungsstelle verschlie8t die Porendffnung und inaktiviert den Kanal.

1.1.2 Krankheiten, die auf Fehlfunktionen in K*-Kanélen beruhen

Aufgrund der vielseitigen Funktionen von K*-Kanalen liegt es nahe, dass angeborene
oder erworbene Fehlfunktionen in diesen Kanédlen eine Vielzahl von
Krankheitsbildern hervorrufen kénnen. Krankheiten, die durch Fehlfunktionen z.B.
durch Mutationen in lonenkanalgenen ausgeldst werden, fasst man etwa seit Mitte
der 90er Jahre unter dem Oberbegriff ,channelopathy“ zusammen.

Fehlfunktionen in Kaliumkanalen kénnen nach Bichet et al. (2003) zu Stérungen im
Herzmuskel und GeféaBsystem (z.B. vom Ventrikel ausgehende Pulsbeschleunigung
[ventrikuldre Tachykardie] oder Bluthochdruck), im inneren Ohr (Taubheit), im
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Muskelgewebe (z.B. Muskelzuckungen [Myokymie]), im Gehirn (z.B. Epilepsie) und
im Pankreas (niedriger Blutzuckerwert aufgrund gesteigerter Insulinsekretion
[hyperinsulindmische Hypoglykamie]) auftreten. Darlber hinaus kdénnen derartige
Fehlfunktionen auch zu Entwicklungsannomalien (Andersen Syndrom) flihren (Bichet
et al., 2003). Dabei lassen sich zugrunde liegende Ursachen der Fehlfunktionen
sowohl bei a- als auch bei B-Untereinheiten (Splawski et al., 1997, Abbot et al., 1999;
Lu et al.,, 2003) finden. Kaliumkanéle sind somit sehr attraktive Ziele fir potentielle
pharmakologische Interventionen. Die Suche nach potenten und spezifischen K*-
Kanal-Modulatoren erstreckt sich einerseits auf Substanzen, welche die normale
Funktion der Kanale beeintrachtigen (z.B. einige Medikamente, siehe unten.) und
solche, die mutationsbedingte Fehlfunktionen aufheben kénnen.

Viel Aufmerksamkeit haben im Zusammenhang mit Fehlfunktionen in Kaliumkanalen
die sog. Long QT-Syndrome (LQTS) erregt (Haverkamp et al. 2001). LQT-Syndrome
sind durch eine im Oberflachen-Elektrokardiogramm (EKG) nachweisbare abnorme
Verlangerung der QT-Intervall-Dauer (Abb. 1.5 C, Seite 11) und das spontane
Auftreten von unkoordinierter Herzmuskeltatigkeit mit hoher Pulsfrequenz und
wellen- bzw. schraubenfémigen Muster im EKG (Torsade de Pointes (TdP)) (Abb. 1.5
D, Seite 11) charakterisiert. Von 8 beschriebenen Arten des LQT-syndroms (LQT1-8)
werden funf mit Fehlfunktionen in Kaliumkanalen in Verbindung gesetzt (Haverkamp
et al., 2001, Tristani-Firouzi et al, 2002, Zitron et al., 2005). Diese Herz-
Rhythmusstérungen flhren zu einer starken Reduktion der Pumpleistung des
Herzens und zu einem konsekutiven Abfall des (Ublicherweise am Patienten
gemessenen) systemischen Blutdrucks (Zitron et al, 2005); sie kdnnen zu
Ohnmachtsanféllen und, bei Ubergang der TdP zu Kammernflimmern, zu plétzlichen
Herztod fihren. Neben Formen von erblichen LQT-Syndromen (Romano-Ward-
Syndrom und Jervell-und-Lange-Nielson-Syndrom) kommen auch Formen einer
erworbenen, mit TdPs einhergehenden, Verlangerung des QT-Intervalls vor
(Haverkamp et al., 2001). In den letzten Jahren gewann insbesondere die
Untersuchung von pharmakologisch bedingten QT-Verlangerungen mit TdP an
Bedeutung. Zahlreiche Medikamentenklassen sind betroffen wie z.B. Antiarrythmika,
Antipsychotika, manche Antibiotika, Antihistaminika, Malariamittel und Virustatika.
Wahrend bei den Antiarrythmika TdPs relativ haufig als Nebenwirkung auftreten
(Quinidine:  2-9% der behandelten Patienten), kommen sie bei nicht
antiarrythmischen Arzneien relativ selten vor (z.B. Cispride: 1 von 120000 Patienten;



1. Einleitung

Sanguinetti & Tristani Firouzi, 2006). Fir Arzneimittel-induzierte Verlangerungen des
QT-Intervalls und TdPs werden in den meisten Fallen die direkte Bindung an a-
Untereinheiten humaner ERG-K'-Kanale (hERG-Kanale, siehe 1.4.1) oder eine
indirekte Einflussnahme auf die Kanalaktivitit von hERG verantwortlich gemacht
(Sanguinetti & Tristani Firouzi, 2006). Als Reaktion auf die mit der Einnahme
verbundenen Risiken, wurden einige dieser Substanzen vom Markt genommen oder
nur zu eingeschrankter Anwendung freigegeben, wie z.B. Cisapride, Sertindole,
Grepafoxacin, Terfenadin und Astemizole (Sanguinetti & Tristani Firouzi, 2006).
Weiterhin wurden neue internationale Richtlinien fur die Medikamentenentwicklung in
Hinblick auf die Evaluierung potentieller arzneimittelbedingter kardialer Risiken
insbesondere durch Modulatoren der an der Repolarisation der Herzmuskelzellen
beteiligten K'-Kanadle hERG und KvLQT1 erstellt. Die ICH-Richtlinien (ICH, The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) S7A und S7B dienen hierbei als
Bewertungsgrundlage flr die praklinische Phase der Medikamentenentwicklung, die
Richtlinie ICH E14 far die 1. klinische Phase.

Bislang wurden in der praklinischen Phase der Medikamentenentwicklung eine
vielfaltige Reihe von biochemisch-pharmakologischen Versuchen inbesondere im
Hinblick auf Geno- und Zytotoxizitat durchgefihrt. Mit neuen in vitro- und in vivo-
Modellsystemen (z.B. Sauger-Zelllinien oder Hefen) kénnte nun auch die Potenz von
Arzneimitteln, die Repolarisation in Herzmuskelzellen oder die normale Funktion von
kardialen K*-Kanalen zu modulieren, untersucht werden. Auch wenn bei der
Medikamentenentwicklung letzten Endes zeitaufwendige, kostenintensive und
ethisch nicht unbedenkliche Tierversuche unabdingbar sind, kdnnte durch
automatisierte Screening-Prozesse in solchen Modellsystemen die Beurteilung der
Vertraglichkeit von Wirkstoffen beschleunigt und die Anzahl der Tierversuche somit
eingeschrankt werden.
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1.2 Systeme fiur die (pharma-/toxikologische) Untersuchung von

Kaliumkanalen

1.2.1 Funktionsbasierte Verfahren mit tierischen Zellen

Elektrophysiologische Techniken wie Voltage- und Patch Clamp sind die einzigen
Techniken mit ausreichend hoher zeitlicher Auflésung und Sensitivitdt, um
Eigenschaften von K'-Kanélen direkt und préazise zu charakterisieren. Humane
Kaliumkanale wurden unter Anwendung elektrophysiologischer Methoden in
geeigneten Modellsystemen wie z.B. HEK293-Zellen (Smith et al, 1996) oder
Xenopus Oozyten (Sanguinetti et al., 1995) untersucht. Allerdings ist diese Technik
sehr gerate- und zeitaufwendig. Die Anzahl der Substanzen, die auf potentielle
Effekte auf die Funktion von K*-Kanélen hin untersucht werden miissten, belauft sich
allerdings auf Zahlen weit oberhalb von 100.000. Derartige Mengen lassen sich
effizient nur noch mit Methoden eines Hochdurchsatzscreenings (High Throughput
Screening, HTS) untersuchen. Um diesen Anforderungen bei der Untersuchung von
Kaliumkanalen annahernd gerecht zu werden, wurde eine Reihe von neuen
Techniken entwickelt, wie z.B. ein Rubidium-Efflux-Assay in CHO- bzw. HEK293-
Zellen (Cheng et al., 2002; Rezazadeh et al., 2004), Assays mit weitgehend
automatisierter elektrophysiologischer Methodik in CHO-und HEK 293-Zellen (z.B.
Gou & Guthrie, 2005; Guthrie et al., 2005) Radioligand-Binde-Assays (Chiu et al.,
2004; Raab et al., 2006) und ein Assay mit Membranpotential-sensitiven Farbstoffen
in CHO-Zellen (Slack et al., 2006).

1.2.2 Funktionsbasierte Verfahren mit Saccharomyces cerevisiae als
Modellsystem

Die Hefe S. cervisiae hat sich als Modellsystem zum Verstandnis zellularer Vorgange
bewdhrt. Von der Hefe bis hin zum Menschen finden sich starke Ubereinstimmungen
im zellularen Aufbau und in physiologischen Prozessen. Viele humane Gene, die mit
menschlichen Krankheiten verbunden sind, haben ihre Orthologe in Hefe. (Ploger et
al., 2000). Schon 1996 wurde das S. cerevisiae Genom als erstes eukaryotisches
Genom vollstandig sequenziert (Goffeau et al., 1996), woraufhin die Hefe zu einem

Schlisselorganismus in der Genomforschung wurde (Scherman, 2002). Fir die
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Expression heterologer Proteine verbindet S. cerevisiae die Vorteile eines
prokaryotischen Expressionssystems wie einfache Handhabung und schnelles
Wachstum mit denen eines eukaryotischen Organismus.

Auch wenn S. cervisiae prinzipiell einer elektrophysiologischen Analyse von
Membrankomponenten zuganglich ist (Bertl et al, 1998) sind bisher keine
Ergebnisse solcher Untersuchungen an heterolog exprimierten Sauger-K*-Kanalen
verdffentlicht worden. Lediglich zu K*-Kandlen aus Pflanzen konnte eine
elektrophysiologische Charakterisierung in S. cerevisiae gezeigt werden (Bertl et al.,
1995; Becker et al., 2005).

Funktionelle Untersuchungen von heterolog exprimierten Kaliumkanalen basierten
daher in S. cervisiae weitgehend auf der Komplementation von K*-Aufnahme
defekten Mutanten (S. cerevisiae Atrk1,2) und Untersuchungen zur K* bzw Rb*
Aufnahme. Bisherige Arbeiten berichteten Uber die funktionelle Expression von
einwarts gleichrichtenden Kaliumkanélen aus Pflanzen (Schachtmann et al.,, 1992;
Sentenac et al., 1992; Anderson et al., 1994) und Saugern (Tang et al., 1995; Bichet
et al., 2004; Zaks-Makhina et al., 2004) in S. cerevisiae Atrk1,2 Doppelmutanten. Der
Wachstumsdefekt der Atrk1,2 Mutanten auf K'-limitierten Medien wird von der
Unfahigkeit, bei niedrigem pH zu wachsen (Bertl et al., 2003) sowie von einer starken
Hyperpolarisation der Plasmamembran (Madrid et al., 1998; Maresova et al., 2006))
begleitet. Die funktionelle Expression von durch Hyperpolarisation aktivierten K*-
Kanalen kann daher zur Restaurierung des Wildtyp-Wachstumsphanotyps fihren.
Darauf basierend haben Zaks-Makhina et al. (2004) ein fir ein Hochdurchsatz-
Screening weitgehend taugliches Testsystem zur Detektion von Modulatoren des K*-
Kanals Kir2.1 entwickelt. Eine analoge Expression des humanen ERG-K*-Kanals
(hERG) im S. cerevisiae-Modell wurde bislang noch nicht beschrieben.

K*-Kanéle als Plasmammembranproteine bedingen zur erfolgreichen funktionellen
Expression die Insertion in die Plasmamembran. Obwohl die Hefe viele
posttranslationale Prozesse wie Disulfid-Briicken-Bildung, Signalpeptid-Erkennung
bzw. Abspaltung, N- und O-Glykosylierung durchfiihren kann, kann die Zielsteuerung
heterolog exprimierter Plasmamembranproteinen vollstdndig oder zumindest
teilweise fehlschlagen. Kasahara & Kasahara (1997) und Kiser et al. (2001)
dokumentieren eine fehlende Plasmamembranlokalisation bei heterologer
Expression der Sé&uger-Plasmamembran-Proteine Glut4 und CFTR und deren
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wahrscheinliche Akkumulation im Endoplasmatischen Retikulum (ER). Prinz et al.,
(2003) beschreiben zwar eine funktionelle Expression von humanem Transferrin-
Rezeptor in S. cerevisiae, aber flir den Uberwiegenden Teil dieses
Plasmamembranproteins eine offensichtliche Retention in ER und/oder Golgi-
Apparat.

1.3 Endogene Kalium-Translokationssysteme in S. cerevisiae

Die Untersuchung von heterolog exprimierten Kaliumkanélen in S. cerevisiae bedingt
i.d.R. eine Disruption von wesentlichen endogenen K*-Translokationssystemen. Die
in der Plasmamembran lokalisierten hoch affinen und strukturell verwandten K'-
Transporter Trk1ip und Trk2p stellen in S. cerevisiae Zellen die wesentlichen
Komponenten fiir den Einwartstransport von K*-lonen dar (Ramos et al, 1985,
Gaber et al., 1988; Ko & Gaber, 1991). Trk2 ist im Gegensatz zu Trk1 nur schwach
exprimiert (Ko et al., 1990, Ramos et al., 1994; Vidal et al., 1995).

Abb. 1.3: Ubersicht zu Transportsystemen in S. cerevisiae, die im K*-Transport
involviert sind: Trk1p und Trk2p: Kaliumaufnahmesysteme, Tok1p: Auswartsgleichrichter-
K*-Kanal, NSC1: unspezifischer putativer Kationenkanal. Nhaip und Enaip: K-
Effluxsysteme.
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Darliber hinaus exprimieren S. cerevisiae Zellen einen Vertreter der K'-Kanal-
Superfamilie: Tok1p ist ein zweiporiger, spannungsabhangiger Auswartsgleichrichter
(Ketchum et al, 1995), der unter bestimmten Bedingungen auch eine
Kaliumaufnahme vermitteln kann (Fairman et al, 1999). In S. cerevisiae existiert
mindestens noch ein weiteres Protein, welches mit niedriger Affinitdt einen K'-
Einstrom in die Zelle bewirken kann. Hierbei handelt es sich um den nicht-selektiven-
Kationenkanal NSC1, der bisher nur aufgrund elektrophysiologischer
Untersuchungen in Atrk1,2-Mutanten beschrieben wurde (Bihler et al., 1998, Bihler et
al., 2002) und dessen Gen bislang nicht identifiziert werden konnte. NSC1 vermittelte
lonenstrdme kdnnen durch Anhebung des extrazellularen [Ca®*] auf 10 mM und
durch Absenkung des pH auf 4 unterdriickt werden (Bihler et al., 1998, Bihler et al.,
2002). Darliber hinaus wurde eine potentielle unspezifische K*-Aufnahme durch eine
Reihe unterschiedlicher und nicht verwandter Transporter (Aminosauren-, Zucker-,
Inositol- und Cholin-Transporter) vorgeschlagen (Madrid et al., 1998; Ruiz et al.,
2004). Neben Translokationssystemen zur K*-Aufnahme spielen in S. cerevisiae
auch K*™-Efflux-Systeme bei der Regulation des intrazellularen Kaliumgehalts eine
wichtige Rolle. Ein Uberschuss an intrazellularem Kalium kann durch zwei in jeweils
unterschiedlichen pH-Bereichen aktiven Efflux-Systemen, Enal und Nhai eliminiert
werden (Banuelos et al., 1998). Ramirez et al. (1998) schlugen als weiteres K*-
Exportsystem in der Plasmamembran den K'/H*-Antiporter (Khalp) vor. Diese
Hypothese konnte jedoch durch Untersuchungen von Maresova & Sychova (2005)
widerlegt werden. Ein Gleichgewicht zwischen Influx und Efflux von K* Uber die
Plasmamembran spielt eine wichtige Rolle bei der K*-Homoeostase, der
Aufrechterhaltung des intrazellularen pH und der Regulierung des Zellvolumens
(Sychrova, 2004). Das Optimum fiir den intrazellularen K*-Gehalt liegt bei etwa 200-
300 mM (Rodriguez-Navarro, 2000).
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1.4 Die K*-Kanale hERG und mKir2.1

Die K*-Kanale hERG und mKir2.1 als Gegenstand dieser Dissertation werden nun im

Folgenden beschrieben.

1.4.1 Der humane Kaliumkanal hERG

Durch Homologie-Screening von cDNA-Sequenzen konnte der K'-Kanal hERG
(human ether-a-go-go-related gene) der EAG-Familie der spannungsabhangigen K*-
Kanéle zugeordnet werden. HERG kodiert ein Protein aus 1159 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht von 127 kD (Warmke & Ganetzky, 1994). Es wird
angenommen, dass bei allen Mitgliedern der EAG-K*-Kanal Familie ein funktioneller
Kanal aus vier Untereinheiten aufgebaut ist, wobei jede dieser Untereinheiten 6
Transmembrandoméanen mit jeweils der S4 Transmembrandomane als
Spannungssensor aufweist (Bauer & Schwarz, 2001, Abb. 1.1 B). Diese S4-Doméane
hat eine hohe Dichte an positiv geladenen Aminosaureresten, die bei Depolarisation
der Membran zu einer reversiblen Lageveranderung der S4-Domane in der Membran
fuhren soll. Aufgrund dieser Bewegung 6ffnet sich der Kanal und wird dadurch
aktiviert (Jiang et al., 2003).

In Saugern zeichnet sich die fiir die EAG-K*-Kanal-Familie namensgebende Gruppe
der EAG-Kanale durch eine langsame Aktivierung und fehlende F&higkeit zur
Inaktivierung bei fortgesetzter Depolarisation aus (Bauer & Schwarz, 2001). Somit
vermitteln EAG-Kanale bei depolarisierter Membran gréBere Auswartsstrome.

Bei hERG-Kanalen findet ebenfalls eine Aktivierung bei depolarisierter Membran
statt. Bei Depolarisation zu Potentialen unter 0 mV findet ein langsamer Anstieg der
Leitfédhigkeit statt, ein Gleichgewichtszustand wird hierbei erst nach mehreren
Sekunden erreicht (Sanguinetti et al., 1995, Snyders & Chaudhary, 1996).

Spezifisch fir hERG ist, dass eine Depolarisation zu positiven Membranpotentialen
nur zu schwachen Auswartsstrémen fuhrt, wahrend bei der anschlieBenden
Repolarisation kurzfristig starke Stréme auftreten. Dieses Phanomen wird wie folgt
erklart: Die Inaktivierung des Kanals ist schneller als die Aktivierung und die
Erholung von der Inaktivierung bei Membranrepolarisation ist schneller als die
Deaktivierung. (Sanguinetti et al., 1995, Trudeau et al., 1995, Smith et al., 1996, Abb.
1.4). Dies bedingt, dass in S&ugern ERG-Kanale wie Einwartsgleichrichter

funktionieren, wéahrend EAG-Kandle im Wesentlichen die Funktion von
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Auswartsgleichrichtern haben, obwohl beide ahnliche strukturelle und z.T. &hnliche
biophysikalische Eigenschaften aufweisen. Wegen der verzdgerten Leitfahigkeit nach
Membrandepolarisation werden ERG-Kanéle auch als verzégerte Gleichrichter
(delayed rectifyer) bezeichnet.
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Abb 1.4. Beispiel fiir eine elektrophysiologische Untersuchung des Strom-Spannungs-
Verhaltnis von hERG (nach Spector et al., 1996) A: Ausgehend von einem Ruhepotential
von -90 mV wurde nach einem 1,6 sek langen Vorpuls Testpulse (in 10 mV-Schritten) mit
Potentialen von -130 bis +20 mV angelegt. B: Strom-Spannungsdiagram zu Ergebnissen von
A. Aufgetragen sind die maximalen Stréme | gegen die angelegte Testspannung.

Der Kaliumkanal hERG wird im Menschen in vielen Geweben und Zelltypen
exprimiert. Zu den Zelltypen gehéren Nerven-, glatte Muskel- und Tumorzellen. Die
starkste Expression von HERG wurde im Herzen gefunden (Sanguinetti & Tristani
Firouzi, 2006). HERG Kaliumkanale sind fir die normale elektrische Aktivitat im
Herzen essentiell. Sie tragen hier als schnelle Komponente des verzbgerten
Gleichrichter Stroms (k;, | (Symbol fir Strom), K*, rapid) wesentlich zur
Repolarisation des ventrikularen Aktionspotentials bei (Sanguinetti & Jurkiewicz
1990; Sanguinetti et al., 1995) (Abb. 1.5 A und B). Die Bedeutung von hERG-K*-
Kanalen wurde offensichtlich, nachdem Mutationen im HERG-Gen (KCNH2) als eine
Ursache fir das LQT2-Syndrom (zu LQT-Syndromen siehe 1.1.2 und Abb. 1.5 C
und D) erkannt wurden (Curran et al., 1995).

11
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Abb. 1.5: Einfluss repolarisierender K*-Strome durch die K*-Kandle hERG und Kir2.1
auf das kardiale Aktionspotential. A: Vergleich des zeitlichen Ablaufs des kardialen
Aktionspotentials mit den auswarts gerichteten repolarisierend wirkenden K*-Strémen k; und
I (die weiteren am kardialen Aktionspotential beteiligten lonenstréme sind hier nicht
aufgefuhrt). k¢ wird mit Kir2.1 und Kk mit hERG in Verbindung gesetzt (modifiziert nach
Haferkamp et al., 2000). B: Einfluss einer verringerten Aktivitdt von hERG bzw. Kir2.1 auf
das kardiale Aktionspotential nach Sanguinetti & Tristani-Firouzi (2006) und Tristani-Firouzi
et al. (2002): Verglichen mit dem Wildtyp (Ba oder Bc gestrichelte Linie) fUhrt eine
Reduzierung der Stréme durch hERG (Bb) bzw. durch Kir2.1 (Bc durchgehende Linie)
jeweils zu einer Verzdgerung der Repolarisation. C: Beispiel fur die Auswirkung einer
verzdgerten Repolarisation des kardialen Myokards auf das Elektrokardiogramm (EKG): Die
QRS-Gruppe im EKG spiegelt die Erregungsausbreitung, die T-Welle die Repolarisation im
Kammernmyokard wieder. Bei gestorter Repolarisation (z.B. durch eine Funktionsstérung in
hERG) kann es zu einer Verlangerung des QT-Intervalls kommen (rechtes Bild). Der Name
LQT-Syndrom basiert auf einer derartigen Verlangerung des QT-Intervalls. D: EKG-Spur, die
eine kardiale Arrhythmie vom Typ der Torsade de Pointes (TdP) zeigt. Das anfallartige
Auftreten von TdPs ist ein weiteres Merkmal von LQT-Syndromen. C und D sind modifiziert
nach Sanguinetti & Tristani-Firouzi (2006).

Heute sind ca. 200 LQTS-verbundene Mutationen in HERG bekannt. Die meisten
dieser Mutationen resultieren in Fehlfaltungen der hERG-Untereinheiten oder in einer
fehlerhaften intrazelluldaren Proteinsortierung (Trafficking) zur Plasmamembran

(Sanguinetti & Tristani Firouzi, 2006). Mutationen in hERG kdnnen dominant
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negative Effekte haben, wenn Wildtyp und mutante Untereinheiten zusammenlagern
(Sanguinetti et al., 1996; Kagan et al., 2000).

In  heterologen Expressionssystemen konnte die Zusammenlagerung von
porenbildenden hERG-a-Untereinheiten mit den B-Untereinheiten MinK (McDonald
et al., 1997) und MiRP1 (Abbott et al., 1999) sowie eine Einflussnahme dieser -
Untereinheiten auf die hERG-Kanal-Aktivitat gezeigt werden. Mutationen in MiRP1
werden mit Stérungen des durch hERG-K*-Kanéle vermittelten kardialen k,-Stroms
in Verbindung gesetzt und verursachen das LQT6-Syndrom (Abbott et al., 1999; Lu
et al., 2003).

HERG-Kanale kénnen von Chemikalien mit diversen Strukturen blockiert werden,
darunter  verschiedene therapeutische  Arzneimittel, wie  Antiarrythmika,
Antihistamine, psychatrische und antimikrobielle Arzneien (zur Ubersicht siehe
Sanguinetti & Tristani-Firouzi, 2006).

1.4.2 Der Kaliumkanal Kir2.1

+

Einwarts-gleichrichtende Kir-Kanale (K* inward rectifying channels) bilden eine
bedeutende Gruppe von K*-Kandlen. Sie sind generell an der Erregbarkeit von
Membranen und damit u.a. der Herzfrequenz, der Kontraktion der GefaB-Muskulatur,
der Insulin-Ausschittung und dem Salzfluss Gber Epithelien beteiligt. Die
Bezeichnung Einwarts-Gleichrichter beruht auf der Fahigkeit, einen gréBeren Influx
als Efflux von lonen zuzulassen. Im Falle der Kir-Kanale wird die Einwarts-
Gleichrichtung durch zytoplasmatische lonen wie Polyamine und Mg?* verursacht
(Ficker et al., 1994; Stanfield et al., 1994; Lopatin et al., 1994; Fakler et al., 1995).
Diese Kationen binden bei depolarisierter Membran von innen an die Kanalpore und
verhindern somit den Auswarts-Fluss von K*. Bei Membranspannungen, die wenig
positiver als das Gleichgewichtspotential fir K*-ionen (Ex) waren, konnten jedoch bei
Kir2.1 leichte [Polyamin]i- und [K*],-abhé&ngige Auswértsstrome von K* beobachtet
werden (Ischihara & Ehara, 2004; Yan et al., 2005; Panama & Lopatin, 2006). Kir-
Kandle sind ebenfalls  Tetramere, wobei jede Untereinheit zwei
Transmembransegmente, eine Porenregion sowie zytoplasmatische C- und N-
terminale Doméanen aufweist (Yang et al., 1995; Raab-Graham & Vandenberg, 1998;
Bichet et al., 2003; Abb. 1.1 A).

13
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Das Kir2.1-Gen wurde 1993 bei der Maus und 1994 beim Menschen isoliert (Kubo et
al., 1993; Raab-Graham et al., 1994). Die cDNA codiert jeweils flr ein relativ kleines
Protein aus 427 Aminosauren. Auf Aminosaureebene sind Maus-Kir2.1 (mKir2.1) und
humanes Kir2.1 zu 98,6% identisch. Eine starke Transkription des Kir2.1-Gens
KCNJ2 findet beim Menschen in Herz, Skelettmuskel, Gehirn, Plazenta und Lunge
statt, eine weniger starke Transkription in der Niere (Schulze-Bahr, 2005).
Mutationen in KCNJ2 wurden als eine Ursache flr die erbliche Form des Andersen
Syndrom (Andersen-Tawil-Syndrom, Andersen et al., 1971, Tawil et al., 1994)
erkannt (Plaster et al., 2001; Ai et al., 2002; Tristani-Firouzi et al., 2002; Donaldson
et al., 2003; Ballester et al., 2006). Symptome dieser seltenen Krankheit sind
periodisch auftretende Lahmungen, Herzrhythmusstérungen und Anomalien der
Skelettentwicklung (Andersen et al., 1971; Tawil et al., 1994; Plaster et al., 2001).
Aufgrund des Auftretens von verlangerten QT-Intervallen im Oberflachen-EKG wurde
das Andersen Syndrom als LQT7-Syndrom klassifiziert (Tristani-Firouzi et al., 2002).
Nach Wible et al., (1995) und Yan & Ishihara (2005) steuert Kir2.1 wesentlich zum
kardialen Einwartsgleichrichter-Strom ks bei, welcher nach aussen gerichtet ist und
die Ruckfihrung zum Ruhepotential sowie dessen Stabilisierung bis zum Eintreffen
des nachsten elektrischen Signals bewirkt (siehe Abb. 1.5 A, Bc und 1.6). Beim
LQT7-Syndrom kommt es, ausgelést durch Mutationen in KCNJ2 zu einer
Reduzierung von ks und somit zu einer Verlangerung der terminalen
Repolarisationsphase des kardialen Aktionspotentials (Jongsma & Wilders, 2001,
Tristani-Firouzi et al., 2002).. Weiterhin wird eine gain-of-function-Mutation in KCNJ2
mit einer Verklrzung des QT-Intervalls im EKG (Short QT-Syndrom 3) in Verbindung
gebracht (Priori et al., 2005). Der kardiale k¢ Strom wird in diesem Fall verstarkt.
Damit einhergehend konnte bei Uberexpression von mKir2.1 in Herzmuskelzellen
aus Meerschweinchen ein verstarkter ki-Strom, wie auch ein verkirztes

Aktionspotential beobachtet werden (Miake et al., 2003).

Eine weitere wichtige Funktion von Kir2.1 im menschlichen Gewebe ist seine Rolle
bei der Regulation des Blutflusses (Sobey & Faraci, 2000; Chilton & Loutzenhiser,
2001; Chrissobolis & Sobey, 2003; Haddy et al., 2006). Leichte Erhéhungen der
extrazellularen K*-Konzentrationen flihrten zu einem erhéhten auswarts gerichteten
K*-Strom, der insbesondere Kir2.1 zugeschrieben wird. Dieser Auswartsstrom

verursacht eine Hyperpolarisation der Plasmammembran, was wiederum eine

14



1. Einleitung

Erschlaffung der GefaBmuskulatur und damit eine GefaBerweiterung bewirkt (Sobey
& Faraci, 2000).
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Abb. 1.6: Strom-Spannungsdiagramm des kardialen Einwartsgleichrichterstroms Ik,
(nach Jongsma & Wilders, 2001): Der kardiale Strom I, tragt wesentlich zum kardialen
Ruhepotential bei und wird nach Wible et al. (1995) wesentlich durch Kir2.1 gesteuert. Fir
gewdhnlich ist das kardiale Ruhepotential (Em) etwas weniger negativ als das K'-
Gleichgewichtspotential (EK), so dass ki durch leichte K'-auswérts-Strome das
Ruhepotential stabilisiert. Bei Membrandepolarisierung infolge eines Aktionspotentials
kommt es bei Membranspannungen oberhalb von etwa -40 mV zu einer nahezu
vollstéandigen Inaktivierung von ;.

Die Regulation von Kir2.1 erfolgt Gber zwei wichtige Faktoren, die Protein
Phosporylierung und die Interaktion mit Phosphoinositiden (Romanenko et al., 2004).
Als Aktivator von Kir2.1 wurde Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) erkannt
(Huang et al., 1998; Soom et al., 2001), als Inhibitor Phosphorylierung durch eine
Tyrosin-Kinase (Wischmeyer et al., 1998; Tong et al., 2001). In Endothelzellen des
Sauger-GefaBsystems werden allerdings abhangig von einer Tyrosin-Kinase-Aktivitat
Kir2.1 vermittelte Strdme durch Scherung infolge des Blutflusses stimuliert (Hoger et
al., 2002). Die Phosphorylierung durch Proteinkinase A (PKA) fihrte zu einer
Modulierung der Aktivitat von Kir2.1, allerdings wurden sowohl aktivierende (Fakler et
al., 1994, Dart & Leyland, 2004) and auch inhibiernde Wirkungen (Wischmeyer &
Karschin, 1996) beschrieben. Nach Fakler et al. (1994) und Jones (1996) werden

Kir2.1 vermittelte Stréme durch die Proteinkinase C (PKC) inhibiert. Zudem wird eine
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Regulation von Kir2.1 durch Phosphatasen beschrieben (Wischmeyer & Karschin,
1996; Ruppersberg & Fakler, 1996; Tong et al., 2001).

Ein Inaktivierungsprozess, wie z.B. bei hERG ist fur Kir2.1 nicht bekannt (Kubo et
al., 2005)

1.5 Trafficking von heterolog exprimierten Plasmamembranproteinen

Wie unter 1.2.2 beschrieben, scheitert die heterologe Expression von
Plasmamembranproteinen im Expressionssystem Hefe nicht selten an einer
fehlenden Plasmamembranlokalisation. Somit soll im Folgenden ein Uberblick iiber
die intrazellulare Proteinsortierung (Trafficking) von Plasmamembranproteinen und
Strategien zum Erreichen einer Oberflachenlokalisation von fehlgeleiteten
heterologen Plasmamembranproteinen gegeben werden. Plasmamembranproteine
werden in der Regel Uber den sekretorischen Weg zu ihrem Ziel transportiert (zur
Ubersicht siehe Ellgaard et al., 1999). Sie werden im ER synthetisiert und sofort
gefaltet, glykosyliert sowie die Untereinheiten zusammengelagert. Fehlerhaft
gefaltete Proteine oder unvollstdndig zusammengelagerte Untereinheiten eines
Proteins sind gewodhnliche Nebenprodukte der Proteinsynthese. Sie werden von
Mechanismen der Qualitatskontrolle erkannt und am Weitertransport entlang des
sekretorischen Weges gehindert. Kann der Faltungsdefekt nicht durch ER assoziierte
Chaperone beseitigt werden, so wird das Protein ins Zytoplasma retrotranslokiert und
dort durch das Proteasom degradiert (Ellgaard et al, 1999). Die Dichte von
Rezeptoren und Kandlen an der Zelloberfliche kann beim Ubergang vom ER zum
Golgi-Apparat durch bestimmte Aminosaure-Motive beeinflusst werden: ER-
Retentions- oder  ER-Wiedergewinnungssignaturen  kénnen  die  Ober-
flachenlokalisation verringern und ER-Exportsignale kénnen sie erhéhen (Ma & Jan,
2002). Am C-Terminus der hERG-Kanaluntereinheit befindet sich z.B. das
Aminosaure-Motiv.  RXR, welches ein solches ER-Retentionssignal darstellt
(Kupershmidt et al. 2002), wobei X in diesem Fall ein Glycin-Rest ist. Man nimmt an,
dass Proteine im ER zurlickgehalten werden, bzw. weitergeleitete Proteine ins ER
zurtickgefuhrt werden, wenn das ER-Retentionssignal aufgrund einer fehlerhaften
Faltung oder fehlerhaften Zusammenlagerung der Untereinheiten demaskiert vorliegt
(Zerangue et al., 1999; O’Kelly et al., 2002). Neben ER-Retentionssignalen sind auch
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eine Reihe von ER-Exportsignalen bekannt, die den Export von Proteinen aus dem
ER ermdéglichen oder erleichtern (Barlowe, 2003). Ein derartiges Exportsignal stellt
die Aminosauresequenz FCYENE aus dem Kaliumkanal Kir2.1 dar. Der Austausch
einzelner Aminosauren an finf Stellen des Motivs flihrte bei der Expression in
Xenopus Oozyten zu einem Verlust detektierbarer Plasmamembranlokalisation von
Kir2.1-GFP Fusionsproteinen. Andererseits konnte durch Fusion von FCYENE an
andere Kaliumkanale und G-Protein gekoppelte Rezeptoren deren Anzahl an der
Zelloberflache erhéht werden (Ma et al., 2001).

Eine wachsende Anzahl von Untersuchungen haben gezeigt, dass sogenannte
chemische Chaperone die Funktion von mislokalisierten Proteinen restaurieren
kénnen. Chemische Chaperone wie 4-Phenyl-Buttersaure (PBA) ,Trimethylaminoxyd
(TMAO) und Dimethysulfoxid (DMSQO) sind eine Gruppe von niedermolekularen
Substanzen, von denen bekannt ist, dass sie Proteinkonformationen stabilisieren, die
Faltung von Proteinen im ER verbessern und das Trafficking von mutanten Proteinen
erleichtern kénnen (Perlmutter, 2002). Man nimmt an, dass die Aktivititen der
chemischen Chaperone zur Stabilisierung und Faltung von Proteinen nicht selektiv
erfolgen. Viele chemische Chaperone sind osmotisch aktiv, wie z.B. DMSO oder
Glycerol. Verschiedene Untersuchungen (Sato et al.,, 1996; Bebdk et al., 1998 und
Choo-Kang & Zeitlin, 2001) konnten zeigen, dass die Applikation von 10 % Glycerol,
50 mM Glutamin oder 2 % DMSO in Sauger-Zelllinien zu einer vermehrten Reifung
und Oberflachenexpression von defekten Plasmamembranproteinen flihren konnte.
Zeng et al. (2004) konnten in S. cerevisiae Atrk1,2-K"-Aufnahme-Mutanten durch
Applikation von 5-10 % Glycerol die Oberflachenlokalisation des plasmidal
exprimiertem endogenen Plasmamembranproteins Trk2p deutlich erhdhen.

Der auf den Zielort gerichtete (anterograde) Transport von fertig gefalteten und
vollstdndig zusammengelagerten Plasmamembranproteinen fihrt Uber Protein-
umbhtillte Membranvesikel (COPII-Vesikel) zum Golgi-Apparat. Proteine treten auf der
cis-Seite des Golgi-Apparates ein und werden dann zur gegenlberliegenden Trans-
Seite transportiert. Auf diesem Wege werden sie in der Regel weiter glykolysiert. Die
Sortierung der Proteine, die den Biosyntheseweg durchlaufen, erfolgt zu einem
groBen Teil im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), dem letzten Kompartiment des Golgi-
Apparates. Proteine der Plasmamembran werden in Proteinhullen-freien Vesikeln zur
Zelloberflache transportiert, wo die Vesikel mit der Plasmamembran verschmelzen
(Karp, 2005).
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war zunachst die Expression der Sauger-Kaliumkanale hERG und
mKir2.1 in S. cerevisiae und deren Charakterisierung. Ein Schwerpunkt der Arbeit
sollte dabei die Ermittlung und Optimierung von signifikanten, auf den funktionell
exprimierten heterologen K*-Kanalen basierenden Wachstumsphanotypen in der
Hefe sein. Daher wurden die beiden K*-Kanalgene in S. cerevisiae K*-Aufnahme-
Mutanten zur Komlementation des mutanten Wachtumsphanotyps exprimiert.

Als weitergefasstes Ziel sollte mit den erhaltenen S. cerevisiae Stammen ein
Testsystem aufgebaut werden, mit dem ein weitgehend automatisiertes auf
Wachstumsparametern beruhendes Screening von Modulatoren von hERG und
Kir2.1 durchfiihrt werden kénnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 S. cerevisiae Stamme

Tab. 2.1: Ubersicht {iber die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hefestimme

Stamm Genotyp Selektions- | Referenz
medium
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY232 4907 Uras-52 suc2-A9 SDAP Bertl et al., 2003
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY238 A901 ura3-52 suc2-49 SDAP AHIS |Bertl et al., 2003
tok1A41::HIS3
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP Bertl et al., 2003
trk2450::kanMX
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY246 A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP AHIS |Bertl et al., 2003
trk2A50::kanMX tok1A41::HIS3
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240L-GFP A901 ura3-52 suc2-A9 trk1A51 | SDAP ALEU kﬁg‘;s‘)""mm (B.
trk2450::kanMX leu2::Ppya1-gfo 9
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 Laborstamm (B.
PLY246L-GFP trk2450::kanMX tok141::HIS3 SDAP ALEU Kirberg)
leu2::Ppya1-gfp
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240T-GFP A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 | SDAP ALEU kﬁg‘;rft)amm (B.
trk2A50::kanMX tok1::Poyas-GFP 9
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEX-GFP] | 4901 uras-62 suc2-a9 tkiast | o0 AHEY kﬁz‘;rft)amm (B.
trk2A50::kanMX [pYEX-GFP] 9
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEX-GFP- 4901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |Laborstamm (B.
TRK1] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA Kirberg)
TRK1]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEX-GFP- 4901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |Laborstamm (B.
TRK2] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA Kirberg)
TRK2]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240L-HERG 4901 ura3-52 suc2-49 trk1a51 | SDAP ALEU | -aporstamm (B.

trk2450::kanMX leu2::Ppya-HERG

Kirberg)
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Stamm Genotyp Selektions- | Referenz
medium
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 Laborstamm (B.
PLY240L-HERG-GFP trk2450::kanMX leu2::Ppyas- SDAP ALEU Kirberg)
HERG-GFP
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU | . .
PLY246L-HERG-GFP trk2A50::kanMX tok1A1::HIS3 AHIS Diese Arbeit
leu2::Ppya-HERG-GFP
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240T-HERG A9071 ura3-52 suc2-A9 trk1451 | SDAP ALEU k"i"rggft)""mm (B
trk2A50::kanMX tok1::Peya;-HERG 9
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 Laborstamm (B.
PLY240T-HERG-GFP trk2A50::kanMX tok1::Ppya:- SDAP ALEU Kirberg)
HERG-GFP
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY246 [pYEX-HERG- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
GFP] trk2450::kanMX tok1A1::HIS3 AURA AHIS
[PYEX-HERG-GFP]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240[pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
HERG] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA
HERG]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY246 [pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
HERG] trk2450::kanMX tok1A1::HIS3 AURA AHIS
[PYEX-GFP-HERG]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240[pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
HERG.aL] trk2A50::kanMX [pYEX-GFP- AURA
HERG g]
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY246 [pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
HERGal] trk2A50::kanMX tok141::HIS3 AURA AHIS
[PYEX-GFP-HERG a1
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
HERG gL FCYENE] trk2450::kanMX [pYEx-GFP- AURA
HERGaL Fevenel
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY246 [pYEx-GFP- A901 ura3-52 suc2-49 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit
H ERGLGL FCYENE] trk2A50::kanMX tok1A41::HIS3 AURA AH IS

[PYEX-GFP-HERGcL rFcvene]
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Stamm Genotyp Selektions- | Referenz
medium
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
: A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 Laborstamm (B.

PLY240T-GFP-mKIr2.1 1 > 1 50-kanix tok1-Payas-GEP- | SOAP ALEU I iirberg)
mKir2.1
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-

: A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 Laborstamm (B.

PLY240L-GFP-mKir2.1 trk2450::kanMX leu2::Ppya+1-gfo- SDAP ALEU Kirberg)
mKir2.1
MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-

PLY240 [pYEX-GFP- A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU Diese Arbeit

mKir2.1] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA
mKir2.1]

MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-

PLY246 [pYEX-GFP- 4901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |Laborstamm (B.

mKir2.1] trk2A50::kanMX tok1A1::HIS3 AURA AHIS | Kirberg)
[PYEX-GFP-mKir2.1]

MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEX-GFP- 4901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |Laborstamm (B.
TRK1] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA Kirberg)

TRK1]

MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
PLY240 [pYEX-GFP- A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |Laborstamm (B.
TRK2] trk2450::kanMX [pYEX-GFP- AURA Kirberg)

TRK2]

MATa ade 2-1 can1-100 his3-

B31 11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1 SDAP ALEU |Banuelos et al.,
ura3-1 enal—4A::HIS3 AHIS 1998
nhalA:.LEU2
MATa ade 2-1 can1-100 his3-

11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1 SDAP ALEU |Kolacna et al.,

B31 [pYEX-GFP] ura3-1 enal—44:HIS3 AURA AHIS |2005
nhalA::LEU2 [pYEx-GFP]

MATa ade 2-1 can1-100 his3-
. 11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1 SDAP ALEU |Kolacna et al.,

B31 [PYEX-GFP-mKir2.1] | 12371 enat—an:HIS3 AURA AHIS | 2005
nhalA:LEU2 [pYEx-GFP-mKir2.1]

MATa ade 2-1 can1-100 his3-

MAB 2d 11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1 SDAP ALEU |Maresova &
ura3-1 trk1A::LEU2 trk2A::HIS3 AHIS Sychrova, 2005
enal—4A::HIS3 nhalA::LEU2
MATa ade 2-1 can1-100 his3-

11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1 SDAP ALEU |Kolacna et al

MAB 2d [pYEx-GFP] ura3-1 trk1A::LEU2 trk2A::HIS3 AURA AHIS |2005

enal—4A::HIS3 nhalA::.LEU2
[PYEx-GFP]
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Stamm Genotyp Selektions- | Referenz
medium

MATa ade 2-1 can1-100 his3-

. 11/15 leu2-3/112 mal10 trp1-1
MQ.BZZ;J' [PYEx-GFP urad-1 tk1A-LEU2 trk2a-HIs3 | SDAP ALEU ggcl)a;”a etal,
mKir2.1] enal—4A:HIS3 nhalA:LEU2 AURA AHIS

[PYEx-GFP-mKir2.1]

MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-
A901 ura3-52 suc2-A9 trk1451 SDAP ALEU |H. Sychrova
trk2A450::kanMX tok1A1::HIS3 AURA AHIS | (Prag)

enal—4A nhalA kan' [pYEx-GFP]

PLY246-ne [pYEx-GFP]

MATa his3-4200 leu2-3,112 trp1-

PLY246-ne [pYEx-GFP- | 4907 ura3-52 suc2-49 trk1451 | gpap ALEU |H. Sychrova

: tirk2450::kanMX tok141::HIS3
mKir2.1] enal—4A nhalA kan' [pYEx-GFP- AURA AHIS | (Prag)

mKir2.1]

2.1.2 Escherichia coli

Tab. 2.2: Genotyp und Herkunft des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten E. coli
Stammes

Stamm Genotyp Herkunft

Escherichia coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 Stratagene (La
hSdR17SUpE44 relAt lac [F’ Jolla USA)
proAB lacfZAM15 Tn10 (Tet")].

2.2 Chemikalien und Medien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Nahrmedien wurden, wenn nicht
explizit erwahnt, von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
VWR (Darmstadt) und Labomedic (Bonn) verwendet und entsprechen mindestens
dem Reinheitsgrad pro Analysis (pA). Fir die molekularbiologischen Arbeiten
verwendeten Restriktionsendonukleasen, Polymerasen, Kinasen und Ligasen
wurden von den Firmen Fermentas, St. Leon-Rot bzw. Roche, Mannheim bezogen.
Nukleinsaure-modifizierende Enzyme wurden von der Firma Fermentas, St. Leon-Rot
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verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Medien, Puffer und sonstigen Lésungen

sind in Tab. 2.3 aufgelistet.

Tab. 2.3: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer, Lésungen und
Supplemente. Aufgelistet sind die verwendeten Puffer, Losungen und Supplemente und ihre

jeweilige Zusammensetzung.

Bezeichnung

Definition

Blot-Puffer

25 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % Ethanol; pH 8,3

Bradford-Reagenz

100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250; 50 ml 95 %
Ethanol; 100 ml 85 % Phosphorsaure

Denaturierungspuffer

12,5 pl MOPS-Puffer (10 x); 22,6 pl Formaldehyd (37
% (W/v)); 64,5 pl Formamid (deionisiert)

Drop-out-Mix

100 mg Arginin; 100 mg Asparagin; 100 mg
Glutaminsdure; 150 mg Lysin; 100 mg Methionin; 250
mg Phenylalanin; 500 mg Serin; 500 mg Threonin; 500
mg Tryptophan; 150 mg Tyrosin; 300 mg Valin

Ladepuffer

30 % Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylen
Cyanol in 6x TAE-Puffer

LB (Luria Bertani)-Medium (1 1)

25 g Luria Broth Base (Gibco) in A. dest; autoklaviert;
bei einer Temperatur von ca. 40 °C ggf. 100 pg/ml
Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin oder 15 pg/mi
Tetracyclin hinzugeflgt.

Lithiumacetat Stammlésung 10x

1 M Lithiumacetat ; pH 7,5

Lithiumacetat/Glycerin-Puffer (5 ml)

0,5 ml 10x TE-Puffer II; 0,5 ml 1 M Lithiumacetat; 0,5
ml 99 % Glycerin; 3,5 ml Milli-Q-Wasser

Lithiumacetat/Glycerin-Puffer
(taglich frisch ansetzen) (5 ml)

0,5 ml 10x TE-Puffer Il (s.u.), 0,5 ml 10x Lithiumacetat
Stammlésung (s.0.), 0,5 ml 99 % (w/v) Glycerin, 3,5 ml
Milli-Q-Wasser

Lithiumacetat-Puffer (téglich frisch
ansetzen) (5 ml)

0,5 ml 10x TE-Puffer Il (s.u.); 0,5 ml 10x Lithiumacetat
Stammlésung (1 M Lithiumacetat, pH 7,5); 4 ml